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(57) Abstract 

The invention relates to a protein of Helicobacter pylori in a substantially purified form, susceptible of being obtaine d from a 
membrane fraction of H. pylori and of which the molecular weight after electrophoresis on polyacrytomide gel 10 % in the presence of 
SDS is approximately 54, 50t 32-35 or 30 kDa> 



CS7)Abreg£ 

L'invention a pour objet une protetae a*H. pylori sou* forme s u to ta nttel lement purittee, sus ce p tible d'etre obtenue a partir d*une 
fraction membranaire d7f. pylori et door te potds molecubure apres etectrophorese sur gel de poiyacrylamide 10 % en presence de SDS 
apparatt de l'ordre de 54. 50, 32-35 ou 30 kDa. 
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NOUVELLES PROTEINES MEMBRAN AIRES D* HELICOBACTER PYLORI 



La prescnte invention a pour objet des prouiines SHillcobacter pylori nouvellement 
5 obtenues sous fonne substantielleinent purifiees, ainsi que les compositions 
phannaceutiques qui les contiennent. 

Helicobacter est un genre bactenen caracteris£ par des bacteries spiiaiees & gram 
neganX Plusieurs especes colonisent Ee tractus gastrointestinal des mammiferes. On cite en 
10 particulier H pylori H. heilmanii, K felis et H. mustelae. Bien que H. pylori soit 1'espece 
la plus communement associee aux infections humaines, dans certains cas certes rares. H. 
heilmanii et H. felis ont pu etre isoles chez Hiomme* 

Helicobacter tnfecte plus de 50 % de la population aduhe dans les pays developpes et 
15 pres de 100 % de celle des pays en voie de developpement ; ce qui en fah un des agents 
infectieux pr£dominants au plan mondial 

H pylori est retrouvee exchisivement & ce jour a la surface de la muqueuse de 
1'estomac chez ftmnme et plus paiticulierement autour des lesions de cratere des ulceres 
20 gastriques et duodenaux Cette bacterie est a rheure actuelle reconnue comme I'agent 
etiologique des gastrites antrales et apparait comme un des cofacteurs requis pour le 
developpement des ulceres. Par ailleurs, il semble que le developpement des carcinomes 
gastriques puisse etre associ* & la presence d*H pylori 

25 11 apparait done hautement souhaitable de mettre au point un vaccin en vue de 

prevenir ou de baiter les infections a K pylori Un tel vaccin serait ties probablement de 
nature sous-unitatre. 

Diffirentes proteines d'H. pylori ont ete caractensees ou isolees a ce jour. II s J agit 
30 notanunent de 1'urease, composee de deux sous-unites A et B de 30 et 67 kDa 

respectivement (Hu& Mobky, Infect ImnnnL (1990) 58 : 992 ; Dunn et ah J. Biol. Chem. 

(1990) 2§5 : 9464 ; Evans et aL Microbial Pathogenesis (1991) H> : 15 ; Labigne et al J. 

BacU199)173 : 1920) ; de la cytotoxine vacuolaire de 87 kDa (VacA) (Cover & Blaser, J. 

Biol. Chem, (1992) 2£7 : 10570 ; Phadnis et al Infect. Immun. (1994) 6£ : 1557 ; WO 
35 93/18150) ; (Fun antiacne immunodominant de 128 kDa associe a la cytotoxine (CagA, 

also called TagA) (WO 93/18150 ; USP 5 403 924) ; des heat shock proteines HspA et 
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HspB de 13 et 58 kDa respectivement (Suerbaum et al, MoL Microbiol (1994) 14 : 959 ; 
WO 93/1 81 50) ; d'une catalase dc 54 kDa (Hazeil ct al. J. Gen. Microbiol. ( 1 991 ) HZ : 57) 
; dime hemaglutinine fibrillaire (HpaA) de 20kDa ; d'une proline de 15 kDa riche en 
hisudine (Hpn) (Gilbert et al, Infect Inunun. (1995) SI : 2682) ; d'une protein* de la 
5 membrane exteme de 30 kDa (BOlin et al. J. Clin. Microbiol. (1995) 22 : 381) ; d'une 
lipoprottine de 20 kDa associee a la membrane (Kostrcynska et al, J. Bact (1994) |76 : 
5938) ainsi que d'une famille de porines HopA, HopB t HopC et HopD, de poids 
mol^culaires compris entre 48 et 67 kDa (Exner et aL Infect Inunun. (1995) 63 : 1567). 

10 Certaines de ces prolines ont d*ja 6t6 proposes conune anrig&nes vaccinaux 

potentieJs. En paniculier, l*ur£ase est reconnue conune etant un antig&ne de premier choix 
pouvant etre utilise a cettc fin (WO 94/9823 ; W095/3824 ; WO 95/22987 ; Michetti et al, 
Gastroenterology (1994) 107 : 1002). II reste que la recherche de nouveaux antigenes doit 
tee poursuivic, notamment dans la mesure ou I'on prdvoit que* pour obtenir un effet 

15 vaccinal optimist plusieurs antigenes devront etre vraisemblablement incorponis dans un 
vacctn. 

En resume, il apparajt toujours neccssaire d'identifier des antigenes suppl&nentaires 
en vue de les incorporer dans un vaccin a forte efficacitl. 

20 

Cest pourquoi i'invention a notamment pour objet une prot&ne d'H. pylori sous 
forme substantiellement purifiee, susceptible d'tee obtenue a partir dime fraction 
membranaire d7£ pylori* ct dont 1c poids mol&ulaire apits £iectrophorese sur gel de 
polyacrylamide 10 % en presence de SDS, apparait de I'ordre de 54. 50. 32-35 ou 30 kDa. 
25 Lorsque la proteme a un pokts mol&ulaire cfenviron 54 kDa on precise en outre qu'elle ne 
rdagit pas avec un antiserum antt-catalase. 

Un a nti se r um anti-catalase d7/. pylori petit lore notamment pr&pari selon le proc£d£ 
cfimmunisation dtoit dans i'Exemple 5 ci-apr£s, en utilisant une preparation de catalase 
30 obtenue par chromatographic, tel que decrit dans TExemple 6. 

Par "forme substantiellement purifide", on entend que la proteine est sepanie de 
renvironnement dans lequel elle existe de maniere naturelle. Entre autres* il peut s'agir 
(Tune preparation notamment depourvue des proteines cytoplasmiques et p&iplasmiques 
35 tf/£ pylori. 
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La proteine membranaire dont le poids mol£culaire apparent est de 1'ordre de 54 kOa 
est susceptible d'etre obtenue par un proc£de dans lequei : 



10 



(i) on precede a une extraction des bacteries H pylori par du n-octyl p-D 
glucopyranoside 1 %, suivie d'une centrifugation ; 

(it) on recupere un culot bacterien que Ion traite par du lysozyme et que Ton 
soumet a soni cation, suivie d'une centrifugation ; 

(iii) on recupere un culot de centrifugation que Ton soumet a un lavage en tampon 
Tris HC1 20 mM pH 7,5, suivi (Tune centrifugation ; 



(iv) on recupere la fraction membranaire constitute du culot de centrifugation que 
Ton resuspend en milieu aqueux. avantageusement en tampon carbonate pH 9,5 

15 contenant5%dezwhtergent3-14; 

(v) on soumet la fraction membranaire a une chromatographic echangeuse d'anions 
sur colonne Q-Sepharose en gradient de NaCI 0 - 0,5 M avantageusement dans 
un tampon carbonate pH 94 a 0,1 % de zwittergent 3-14, suivi d\in lavage en 

20 NaCI 1 M, avantageusement dans un tampon carbonate pH 9JS a 0,1 % de 

zwittergent 3-14 ; 



on recupere la fraction dhi£c en d£but de lavage cn NaCI 1 M que Ton soumet a 
une chromatographic dchangeuse d'anions sur colonne de DEAE Sepharose en 
gradient de NaCI 0-0,5M, avantageusement en tampon Tris-HCl pH 7,5 a 0,1 
% de zwittergent 3-14 (de maniere avantageuse. la fraction en NaCI 1 M est 
d'abord dialysee centre du tampon Tris-HCl pH 7,5 a 0,1 % de zwittergent 3- 
14); et 

30 (vii) on recupere la fraction 3u6eca NaCI 0,1 -0J5M. 

La proteine membranaire dont le poids mol£culaire apparent est de 1'ordre de 50 kDa 
est susceptible (Tare obtenue par un proc&te dans lequei : 

15 (i) on proc&de a une extraction des bacteries H. pylori par du n-octyl 0-D 

glucopyranoside 1%. suivie d'une centrifugation : 



(vi) 

25 
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(ii) on recupere un culot bacterien que Yon traite par du lysozyme et que Ion 
soumet & sonication, suivie d*une centrifugation ; 

5 (iii) on recupere un culot de ccntrifiigation que Ton soumet k un lavage en tampon 

Tris HC1 20 mM pH 7,5, suivi d'une centrifugation ; 

(iv) on recupere la fraction membranaire constitute du culot de centrifugation que 
Yon resuspend en milieu aqueux, avantageusement en tampon carbonate pH 9^5 

10 contenant 5 %de zwittergent 3-14; 

(v) on soumet la fraction membranaire 4 une chromatographie echangeuse d'anions 
sur colonne Q-Sepfaarose en gradient de NaCl 0 - 0,5 M, avantageusement dans 
un tampon carbonate pH 9,5 & 0,1 % de zwittergent 3-14, suivi d'un lavage en 
NaCl 1 M, avantageusement dans un tampon carbonate pH 9,5 & 0,1 % de 
zwittergent 3-14; 

on recupere la fraction *luee en debut de lavage en NaCl 1 M que Ton soumet & 
une chromatographie echangeuse d'anions sur colonne de DEAE Sepharose en 
gradient de NaCl 0 - 0,5 M, avantageusement en tampon Tris-HCl pH 7,5 a 
0,1 % de zwittergent 3-14 (de maniere avantageuse, la fraction en NaCl 1 Mest 
cfabord diahysec contre du tampon Tris-HCl pH 74 A 0,1 % de zwittergent 3- 
14);et 

25 (vii) on recupere la fraction duec en NaCl 03 - 0,4 M. 

La proteme membranaire dont le poids moleculaire apparent est de Tordre de 30 kD 
est susceptible d'etre obtenue par un procdd£ dans lequel : 

30 0) on precede a une extraction des batteries K pylori par du n-octyl 0-D 

glucopyranoside 1 %, suivie d'ime centrifugation ; 



(vi) 

20 



35 



(ii) on recupere un culot bacterien que 1'on traite par du lysosyme et que Ton 
soumet & sonication, suivie d* une centrifugation ; A 
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(iii) on rgcupere un culot de centrifugation que Ton soumet a un lavage en tampon 
Tris HC1 20mM pH 7,5, suivi d'une centrifugation ; 



(iv) on recupfre la fraction membranaire constitute du culot de centrifugation que 
5 Ton resuspend en milieu aqueux, avantageusement en tampon carbonate pH 9,5 

contenant 5 % de zwittergent 3-14 ; 



(v) on soumet la fraction membranaire k une chromatographic 6changeuse d'anions 
sur colonne Q-S6pharose en gradient de NaCl 0 * 0,5M, avantageusement dans 

10 un tampon carbonate pH 9,5 k 0,1 % de zwittergent 3-14 ; 

(vi) on r&upere la fraction 6)u£e en NaCl 0,28 - 035M, que Ton soumet k une 
chromatographic echangeuse d'anions sur colonne de DEAE Stpharose en 
gradient de NaCl 0 - 0«5M» avantageusement en tampon Tris-HCl pH 7J5 k 0,1 

15 % de zwittergent 3-14 (de maniere avantageuse, la fraction en NaCl 1 M est 

d'abord dialys^e contre du tampon Tris-HCl pH 7,5 k 0,1 % de zwittergent 3- 
14);et 



(vii) on recupcre la fraction conespondant & l'61uat direct (absence deNaCl). 

20 

La protdine membranaire dont le potds mol£culaire apparent est de Fordre de 32-35 
kDa est susceptible cfetre obtenue par un precede dans lequei : 

(i) on precede a une extraction des bacteries H. pylori par du n-octyl $-D 
25 glucopyranoside 1%, survie cfune centrifugation ; 

(ii) on rtcupere un culot bacterien que i'on traite par du lysozytne et que Ton 
soumet k sonication, suivie dune centrifugation ; 

30 (iii) on rtaipere un culot de centrifugation que Ton soumet k un lavage en tampon 

Tris HC1 20 mM pH 7,5, suivi d'une centrifugation ; 



(iv) on r£cup6re la fraction membranaire constitute du culot de centrifugation que 
Ton resuspend en milieu aqueux. avantageusement en tampon carbonate pH 
35 9.5; 
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(v) on centrifuge la suspension obtenue en (iv) a environ 200 000 xg et on recupere 
le surnageant ; 

(vi) on abaisse le pH du surnageant obtenu en (v) jusqu'a environ pH 7, 
5 avantageusement par dialyse centre du tampon phosphate pH 7 ; 

(vii) on soumet la preparation obtenue en (vi) a une chromatographie echangeuse de 
cations sur colonne de SP-Sepharose en gradient de NaCl 0 - 0,5 M, 
avantageusement dans un tampon phosphate pH 7 ; et 

10 

(viii) on recupere la fraction eiuee en NaCl 0,26 - 0 J 1 M. 

Les proteines de 54, 50, 32 et 30 kDa selon ('invention sont vraisemblablement des 
proteines membranaires intrinseques ou des proteines associees & la membrane. La proteine 
15 de 54 kDa ne reagit pas avec des anticorps anti-cataiase, ni en western blot, ni en dot blot 
La proteine de 30 kDa ne reagit pas avec des anticorps anti-sous unite A de hirease, ni en 
western blot, ni en dot bloL La proteine de 32 kDa s*avere £tre une proteine alcaline ; son 
poids moleculaire peut apparaitre legerement supeneur e.g. de 1'ordre de 35 kDa dans 
certaines conditions expenmentales. 

20 

La sequence N-tenninale de la proteine de 50 kDa d'une souche d'/Y. pylori ( ATCC 
43579) est comme suit (code une lettre) : MKEKFMtTKPHVNIGTIGHVDR Cette 
information n'exclue pas le rait que des proteines equivalentes susceptibles d'etre purifiees 
selon le proc&le' indique ci-avant puissent avoir une sequence N-terminale legerement 

25 differente, dans la mesure ou dies seraient derivees d'une autre souche bactenenne. Une 
telle difference refleterait en effet le phenomene de variance allelique comrmmement 
rencontre au sein d'une meme espece. Par excmple, une espece bacterienne est usuellement 
r e pr e sent ee par un ensemble de souches qui different entre elles par des caractiristiques 
alleliques mineures. Un polypeptide qui remplit la meme fonction biologique dans 

30 differtntes souches peut avoir une sequence d'acides amines qui n'est pas la meme pour 
toutes les souches. Une telle variation allelique se retouve egalement au niveau de I'ADN. 

Les differences alleliques au niveau de la sequence d'acides amines peuvent etre 
cortstituees par une ou plusieurs substitutions^ deletions ou additions d'acides amines, qui 
35 n'aherent pas la fonction biologique. 
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Par "fonction biologiquc" on cntcnd la fonction de la proteine qui participe a la 
survie des cellules dans lesquelies la proline existe de maniere naturelle (meme si la 
fonction n est pas absoluement indispensable). Par exemple, la fonction d'une porine est de 
pennettre a des composes presents dans le milieu extgrieur d'entrer a Fint^rieur de la 
5 cellule. La fonction biologique est distincte de la fonction antigdnique. Une proline peut 
avoir plus d'une fonction biologique. 

L'invention a aussi pour objet une proteine sous forme substantiellement purifiee et 
susceptible d'avoir tit purifide selon un des proceeds dtohs ci-avant a partir d'une bacterie 
1 0 du genre Helicobacter e.g.. K pylori H. heilmanil H felis et H mustelae. 

L'invention a egalement pour objet tout autre proline ou polypeptide, sous forme 
substantiellement purifile, dans la mesure oix il est analogue en temte d'antigenicit* a une 
proteine $ Helicobacter susceptible d'etre purifiee selon hm des proc£d£s clients ci-avant 

15 Pour ce qui conceme les polypeptides, il s'agit notamment de polypeptides derives par 
fragmentation ou par mutation d*un ou plusieurs acides aminds, e.g. par dilution, addition 
ou substitution, (f une proline qui existe dans la nature et dont la forme purifiee peut toe 
obtenue selon 1'un des procdtfcs dfcrits ci-avant De tels polypeptides peuvent toe 
notamment obtenus par digestion enzymatique a 1'aide de proteases telles que la pepsine ou 

20 la trypsins II n'est pas nfeessaire que de tels polypeptides puissent toe purifies selon Km 
des precedes decrits ct-avant 

La presente description fait usage des termes "proteine* 1 et "polypeptide'* 
incUpendamment <fc la taille des motecules (longueur de la chaine d'acides amines) et des 
25 dventuelles modifications post-traducttonnelles. Dans la suite de la description le texroe 
"polypeptide" est ttservt pour designer un produit d£riv$ <Tune proline par fragmentation 
ou mutation. 

Une proteine ou un polypeptide selon l'invention doit toe capable d'etre reconnu par 
30 des anttcorps monospfcafiques &aMis a 1'encontre d'une proteine # Helicobacter 
susceptible d'etre purifiee selon Tun des proc&& d&rits ci-avant Cette antigenicity 
sperifique peut toe r6v£tfe selon un certain nombre de mfthodes ; par exemple par 
Western blot (Towbinetai, PNAS (1979) Z§ : 4350X dot blot et EUSA. 



En Western blot le produit destine a toe test*, e.g. soit sous forme de preparation 
purifiee. soit sous forme cfextrait bac&ien. est soumis a une electrophorese en gel de SDS- 
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Page (polyacrylamide 10%) tel que dtait par Laemrali U.K., Nature ( 1970) 222 : 680. 
Apres transfcrt sur une membrane de nitrocellulose, cette demiferc est incubfe avec un 
s£nnn hyperimmun monosptcifique diluf dans la gamme des dilutions de 1 : 50 k 1 : 5000, 
de preference de 1 : 100 4 1 : 500. L'antigfciicit* sp^cifique est demontrte des quhine bande 
5 conrespondant au produit teste prfcente une r&ctivit* k une des dilutions comprises dans la 
gamme Itablie ci-dessus. 

En EUSA, le produit destin* k etre test* est de preference utilise pour recouvrir les 
puits. On prdffere utiliser une preparation purifiee, bien qu'un extrait total puisse etre aussi 

10 utilise. En bref. 100 pi tfune preparation k 10 jig de protdne/ml sont distribuls dans les 
puits d'une plaque de 96 puits. La plaque est tncuble 2 hrs a 37°C puis une nuit k 4°C. La 
plaque est lavee avec du tampon PBS (phosphate buffer saline) contenant 0,05 % de Twcen 
20 (tampon PBS/Tween). Les puits sont saturts avec 250 pi de PBS contenant 1 % de 
s£rum albumine bovine (BSA). On laisse incuber 1 hr k 37°C puis la plaque est lavle avec 

15 du tampon PBS/Tween. Un antiserum de lapin monosp&ifique est dilu* en s£rie dans du 
tampon PBS/Tween contenant 03 % de BSA. Cent *il d'une dilution sont ajoutis a chaque 
puit La plaque est incubee 90 min k 37°C puis lavge. La plaque est rdv616e selon des 
mfthodes standards. Par exemple, un conjugu£ peroxydase-immunoglobuline de ch&vre 
anti-inununoglobulines de lapin est ajoutt dans les puits. L'incubation est poursuivie 90 

20 min k 37°C puis la plaque est lav6e. On developpc la reaction avec le substrat approprid. La 
reaction est mesuree par cokmmftrie (absorbance mesurte par spectrophotom&rie). Dans 
ces conditions, une reaction positive est observes brsque une valeur de DO de 1 est 
associle k une dilution <Tau moins 1 : 50, de preference d'au moins 1 : 500. La longueur 
cfonde appropriee k laquelte on mesure la density optique depend du substrat 

25 

En dot blot, on prtftre utiliser une preparation purifiee du produit k tester, bien qu*un 
extrait total puisse etre aussi utilise En bref, une preparation du produit k tester k 100 (tg 
de proteine/knl est dilute en s*rie deux fois dans du Tris-HCl 50 mM pH 7.5. Cent jil de 
. chaque dilution sont appliques sur une membrane de nitrocellulose 0.45 pm dans un 

30 appareil de dot blot k 96 puits (Biorad). Le tampon est eJiraine par mise sous vide. Les 
puits sont laves par ajout de Tris-HCl 50 mM pH 7,5 et la membrane est s£chee k Tair. La 
membrane est saturee par du tampon bloquant (Tris-HCl 50 mM pH 7 ? 5, NaCl 0.15 M, lait 
ecztad 10 g/1) puis incubee avec un antiserum monosp&ifique dilue dans la gamme de 1: 
504 1 : 5000, de preference de 1 : 50 k 1 : 500. La faction est revelee selon des m&hodes 

35 standards. Par exemple. un conjugue peroxydase-immunoglobuline de chevre anti- 
immunoglobuiines de lapin est ajout* dans les puits. L'incubation est poursuivie 90 rain a 
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37°C puis la plaque est lavee. On developpe la reaction avcc le substrat approprie. La 
reaction est mesuree par colorimetrie ou chimioluminescence. Dans ces conditions, une 
reaction est positive lorsque Ion observe tine coloration au niveau du depot sur la feutlle de 
nitrocellulose directement pour revelation par colorimetrie ou sur film photographique pour 
5 revelation par chimioluminescence, associee a une dilution <fau moins 1 : 50, de preference 
d'au moins 1 : 500. 

Selon un mode partkulier, une proteine selon l'invention peuvent etre notamment 
obtenue par purification a partir & Helicobacter ou exprimee par voie recombinante dans un 
10 systeme heteroiogue (ce qui petit toe aussi le cas pour un polypeptide selon 1'invention). 
Dans ce dernier cas. la proteine peut presenter des modifications post-traductionnelles qui 
ne soient pas identiques a celles de la proteine correspondante issue de la souche d'origine. 

L'efficacit£ therapeutique ou prophyiactique d'une proteine ou (Tun polypeptide selon 

15 1'invention peut toe evalu* selon des methodes standards ; par exemple en mesurant 
Tinduction d'une reponse immunitaire mucosale ou 1'induction d'une reponse immunitaire a 
effet therapeutique ou protecteur en utiiisant e.g. le modele souris / H. felts et les 
procedures decrites dans Lee et al, Eur. J. Gastroenterology & Hepatology, (1995) 7 : 303 
ou Lee etal. J. Infect Dis. (1995) 122- 161, a condition de prendre la precaution suivante : 

20 Lorsque la proteine est originaire d'une espece autre que H. felis 9 la souche d'H. felis doit 
remplacee par une souche if Helicobacter appartenant a l'espece dont la proteine est 
originaire et adaptee a cet effet (les autres conditions experimentales restant identiques). 
Par exemple, on teste la capacity <Fun polypeptide derivd par fragmentation d'une proteine 
£H. pylori a induire un effet p i otecteur ou therapeutique, en substituant une souche d7f. 

25 pylori. Une telle souche est proposed par e.g. Kleanthous et al, Abstr. presented at the 
VTJIth International Workshop on Castroduodenal Pathology 7-9th July 1995, Edinburgh, 
Scotland. Un efiet protecteur est constate* des lors qu*une infection dans le tissu gastrique 
est moindre par rapport a un groupe controls L'infection est evaluee en testant I'activite 
urease, la charge bactenenne ou Hnfihration leucocytaire. Par exemple, lorsque Con 

30 constate apres epreuve, une reduction de i'activitl urease dans le tissu gastrique, meme si 
elle n'est pas completemeat abolie on est en droit d'affirmer qu'il y a protection partielle. 

Par consequent invention concerne egalement (i) une composition de matiere 
comprenant une proteine ou un polypeptide selon (Invention et un diluant ou un support ; 
35 en particulier (it) une composition pharmaceutique notamment destinee a la prevention ou 
au traitement (fune infection a Helicobacter, qui comprend a titre de principe actif une 
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proline ou un polypeptide selon l'invention, en quantity efficace d'un point de vue 
prophylactique ou therapeutique ; (iii) K'usage d'une proline ou un polypeptide selon 
1'invention k titre d'agent therapeutique ou prophylactique ; (iv) I'usage d'une proteine ou 
un polypeptide selon l'invention pour la fabrication d'un medicament destine k la 
5 prevention ou au traitement (fune infection a Helicobacter ; ainsi qu'(v) une methode 
^induction d'une r^ponse immunitaire k I'encontre ^Helicobacter e.g., H pylori H. 
heilmanii, H. felis et H. mustelae chez un mammiftre. selon laquelle on administre audit 
mammifbe une quantity efficace d'un point de vue immunologtque (fune proteine ou d'un 
polypeptide selon l'invention afin de ctevelopper une r^ponse immunitaire ; en parti culier 
10 (vi) une methode de prevention ou de traitement dWc infection a Helicobacter^* on 
administre a un individu une quantity prophylactiquement ou therapeutiquement efficace 
d'une proline ou d'un polypeptide selon l'invention. 

Les mdthodes et les compositions phannaceutiques selon {'invention peuvent traiter 
15 ou prevenir des infections k Helicobacter et par consequent, les maladies gastro- 
intestinales assoriees k de telles infections. 11 s'agit en paiticulier, des gastrites aiguCes 
chroniques et atrophiques ; des ulc^res peptiques eg. des ulcers gastriques et duodecaux ; 
des cancers gastriques ; des dypepsies chroniques ; des dyspepsies non-ulcdreuses 
refractaires ; des m&aplasies intestinales et certains lymphomes ( e.g. low grade MALT 
20 lymphoma). 

Une composition selon l'invention petit tee administrge par n'importe quelle voie 
convendonnelle en usage dans le domaine des vaccins, en particulier au travers d'une 
sur&ce mucosale (e.g. oculaire, nasale, orale, gastrique, intestinal* rectale. vaginale, ou du 

25 tiactus urinaire) ou par voie parenterale (e.g. sous-cutanee. intradennique, intramusculaire, 
intraveineuse, ou intraperitoneal). Le cboix de la voie <fadministration depend (fun certain 
nomhre paramtoes tel que 1'adjuvant associe k la proteine ou au polypeptide selon 
f invention. Par cxemple, si un adjuvant mucosal est utilise, on preferera la voie nasale ou 
orale. Si on utilise une formulation lipidiquc, on choisira la voie parenterals de preference 

30 la voie sous-cutanee ou intramusculaire. 

Une composition selon 1'invention peut comprendre outre une proteine ou un 
polypeptide scion l'invention, au moins un autre antig£ne <? Helicobacter tel que 
Fapoenzyme de l'mease, ou une sous-unite, fragment homologue. mutant ou derive de 
35 cette urease. 
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Pour usage dans une composition selon I'invention. une proline ou un polypeptide 
selon l'invemion peut £tre formula dans ou avec des liposomes, de pr£f£rence des 
liposomes neutres ou anioniques, des microspores, des ISCOMs ou des pseudo-particules 
virales (VLPs), afin de favohser le ciblage de la proline ou du polypeptide ou d'augmenter 
5 la reponse inununitaire. L*homme du niftier dispose de ces composes sans difficult^ ; par 
exemple voir Liposomes : A Practical Approach* RRC New ED, IRL press ( 1 990). 

Des adjuvants autres que les liposomes peuvent etre aussi utilises. Un grand nombre 
som connus de ITiomme du mdtier De tels adjuvants sont ref£renc6s ci-apres : 

10 

Pour administration parentdrale, on cite notamment des composes d'aluminium tels 
que fhydroxyde d'aluminium, le phosphate d'aluminium et fhydioxyphosphate 
d'aluminium. L'antig&ne peut £tre adsorbe ou pr&ipite sur un compost d'aluminium selon 
des methodes standards. D'autres adjuvants tels que le RIBI d'ImmunoChem (Hamilton* 
1 5 MT) peuvent etre utilises pour administration parenterak. 

Pour administration mucosale, on cite notamment les toxines bacteriennes e.g. la 
toxine choldrique (CT), la toxine cf£ coli labile k la chaleur (LT) la toxine de Clostridium 
difficile et la toxine pertussis (PT) ainsi que les formes d&oxifites (sous-unite, toxoid ou 

20 mutant) de ces toxines. Par exemple, une preparation contenant la sous-unit* B de la CT 
(CTB) et en quantite rooindre de la CT peut etre utilisle. Des fragments, des homologues et 
des derives des ces toxines sont de m£me approprids dans la mesure ou ils conservent une 
activity <f adjuvant. De pr6ftrence, on utilise un mutant ayant une toxicity rdduite. De tels 
mutants som dteits eg. dans WO 95/1721 1 (Arg-7-Lys CT mutant), WO 95/34323 (Arg- 

25 9-Lys Glu-129-G)y PT mutant) et WO 96/6627 (Arg-192-Gly LT mutant), D'autres 
adjuvants tels que le Itpopolysaccharide bactdrien majeur (MPLA) de e.g. £ coli. 
Salmonella mbmesota, Salmonella typhimurium ou Shigella flexneri, peuvent tee utilises 
pour administration mucosale. 

30 Des adjuvants utiles & b fois pour administration mucosale et pazent£rale, incluent 

notamment le polyphosphaztne (WO 95/2415), le DC-chol (3 bdt^[NKNr ? N*-dimethyl 
aminomethane)<arbamoyl] cholesterol) (USP 5 283 185 et WO 96/14831) et le QS-21 
(WO 88/9336). 

35 L'administrarion peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou plusieurs fois apres 

un certain d£\sL Le dosage approprie varie en fonction de divers parametres. par exemple, 
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de I'individu trait* (adulte ou enfent) de I'antigfaie vaccinal lui-meme du mode et dc la 
frequence d'administratson, de la presence ou absence d'adjuvant et si present, du type 
d'adjuvant et de 1'effet d&W (e.g. protection ou traitement), comme cela peut etre 
detennine par i'homme de Tart En general, un antigtee selon I'invention peut etre 
5 administrt en quantity allant de 10 pg a 500 mg, de preference de 1 mg A 200 mg. En 
particulier, on mdique qu*une dose parentoale ne doit pas exceder 1 mg, de prtftrence 100 
Hg. Oes doses plus fortes peuvent etre preserves pour e.g. usage oral. Independamment de 
la formulation, la quantity de protfine administree £ rhomme par voie orale est par 
exemple, de 1'ordre de 1 & 10 mg par prise, et Ton preconise au moins 3 prises a intervalle 
10 de4semaines. 

Une composition selon I'invention peut etre fabriqute de maniere conventionnclle. 
En particulier on associe une proteine ou un polypeptide selon l'invention avec un diluant 
ou un support acceptable (fun point de vue phannaceutique e.g. de Teau ou une solution 

15 saline tel qtfun tampon de sel de phosphate (PBS), complement^ de manifee optionnelle 
avec un sel de bicarbonate tel que du bicarbonate de sodium e.g. 0,1 & 0,5 M lorsque la 
composition est de st i nfc & ('administration orale ou intragastrique. En general, le diluant ou 
Ie support est s&ectionne sur la base du mode et de la voie d'administration et de pratiques 
phannaceutiques standards. Des diluants et des supports acceptables d'un point de vue 

20 phannaceutique ainsi que tout ce qui est n£ccssaire k leiir usage dans des formulations 
phannaceutiques sont decrits dans Remington's Pharmaceutical Sciences, un texte de 
re f erence standard dans ce domaine et dans le USP/NP. 

De maniere plus d te ul tfe » on propose & titre d'exemple, d*administrer une proline ou 
25 un polypeptide selon invention par voie orale. A cet effet, une prottfne ou un polypeptide 
selon Finvention peut tee encapsntft seule ou en presence d'autres prot&nes de H. pylori 
dans des capsules de gelatine afin de proper 1'antigene contre la degradation par le sue 
gastrique ou bien administree en presence de bicarbonate de sodium. De teiles formulations 
<mt d£j& et£ utilise pour des compositions phannaceutiques (Black et al, Dev. Biol. 
30 Stand. (1983) 53 :9V La protfine peut 6galement tee encapsulfe dans des microspheres de 
PLGA (copolymeres cfacide glycolique et acide lactique) selon le protocole ddcrit ailleurs 
(Eldridge et al, Curr. Top. Microbiol, lmmuno. (1989) J4§ : 59) la prot&ie peut egaleraent 
tee incluse dans des liposomes prepares selon les methodes conventionnelles largeroent 
d&rites ("liposomes : a practical approach, Ed. RRC New, D. Rickwood & B.D. Hames, 
35 1990, Oxford University Press. ISBN O-19-963077-1 ). 
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De maniere alternative, une proteine ou un polypeptide selon l'invention peut toe 
administre par vote parentfrale. Pour ce feire* une proteine ou un polypeptide selon 
l'invention est adsorbs sur gel d'alumine de fa$on tout k fait conventionnelle. La proline 
en solution k 1 mg/ml dans un tampon dont ie pH est voisin de 6*5 est mise en contact 
5 pendant 1 heure avec de iTiydroxyde d'aluminium k 10 mg/ml mesurt k AL++\ La 
composition finale de la preparation est la suivante : proline SO ng/mL AL*~ 250 ng/ml, 
merthiolate 1/10 000, le tout en PBS.Comme dans le cas de Fadministration orale f 3 
injections sont preconis£es chacune espacte de 4 semaines de la pr6c4dente. 

10 Un polypeptide selon l'invention peut etre aussi utile en tant que r&ctif de diagnostic, 

par exemple pour detecter la presence d , anticorps anti-Helicobacter dans un echantillon 
biologique e.g. un Echantillon de sang. A cette fin, un tel polypeptide comprend de maniere 
avantageuse 5 k 80 actdes amines, de preference 10 k 50 acides amines. Un r^actif 
polypeptidique selon l'invention peut etre marque ou pas, selon la methode de diagnostic 

15 mise en oeuvre. Des methodes de diagnostic sont decrites plus avant dans le texte. 

Selon tin autre aspect, l'invention fouroit un anticorps monosperifique capable de 
recormaitre une proteine ou un polypeptide selon l'invention. 

20 Par "anticorps monospecifique" on entend un anticorps capable de rdagir 

majoritairement avec une seule proline &' Helicobacter. Un tel anticorps ne peut toe 
obtenu qu'en utilisant une proteine substantielkment purifiee. coxnme immunog&ne. Un 
anticorps selon l'invention peut etre polyclonal ou monoclonal ; les monoclonaux peuvcnt 
etre chimeriques (par exemple, consumes par une region variable d'origine murine associee 

25 a une region constante humaine) ou humanist (seuies les regions bypervariables sont 
d'origine animate, par exemple d'origine murine) et/ou par une chaine simple. Les 
polyclonaux comme les monoclonaux peuvent aussi toe sous forme de fragments 
<fimmunogIobulines par exemple un fragment F(ab)7 ou Fab. Un anticorps selon 
l'invention peut aussi toe de n'importe quel isotype par exemple IgG ou IgA ; un 

30 polyclonal peut toe cfun isotype unique ou un melange de tous ou partie d'entre eux. 

Dans la suite du texte, les termes "anticorps monosperifique" et "antiserum 
monosperifique'' seront employes de maniere indifferente. 

35 Un anticorps qui est dirige a fencontre d'une proline selon l'invention, peut toe 

pnxhrit et par la suite identi fie en utilisant un dosage immunologique standard par exemple 
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analyse par Western blot dot Mot ou ELISA (voir par exemple Coligan et al Current 
Protocols in Immunology (1994) John Wiley & sons Inc., New York, NY) ; Antibodies : A 
laboratory Manual, D. Lane* (1988) Harlow Ed.). 

5 Un anticorps selon l'invention peut toe utile en diagnostic, ainsi qu'en 

chromatographie d'affinite pour purifier a grande echelle. une proline ou un polypeptide 
selon l'invention ; un tel anticorps est aussi potentiellement utile en tarn qu'agent 
therapeutique dans une procedure d'immunisation passive. 

10 En consequence, l'invention foumit egalement (i) un reactif pour detectcr la presence 

^Helicobacter dans un echantillon biologique, qui comprend un anticorps ou un 
polypeptide selon 1'invention ; et (ii) une m&hode de diagnostic pour dftecter la presence 
^Helicobacter dans un echantillon biologique, selon laquelle on met en contact 
rechantillon biologique avec un anticorps ou un polypeptide selon l'invention, afin que se 

15 forme un complexe immun ; de fe$on optionnelle, on eliraine le materiel non lid; et on 
detecte le complexe immun forme entre rechantillon et I'anticorps ou le polypeptide selon 
l'invention, en tant qulndkateur de la presence ^Helicobacter dans rechantillon ou dans 
I'organe dans lequel rechantillon a 6t£ pr£lev£. 

20 Comme on peut ais&nent le comprendre. un anticorps selon l'invention permet de 

tester la presence & Helicobacter dans un extrait gastrique. 

Pour ('utilisation dans un test diagnostic le reactif pour toe presenti sous forme libre 
ou immobilise sur support solide ; ce dernier peut toe n'importe quel support utilise 

25 couramment dans ce domaine par exemple. un tube, une bille ou un puits. ^immobilisation 
peut toe obtenue par des moyens directs ou indirects* Les moyens directs comprennent 
^adsorption passive (liaison non covalente) ou des liens covalents entre le support et le 
r*actSf. Par "rooyen indirect" on signifte qtfun compose ami-reactif capable d , interagir un 
reactif. est tout <fabord attache a un support solide. Par exemple* si on utilise un reactif 

30 polypeptide^ un anticorps capable de le Her peut toe utilise comme anti-reactif, a 
condition qu'il puisse se lier a un epitope du polypeptide qui n'est pas impliqud dans la 
reconnaissance des anticorps presents dans les echantillons biologiques. Les moyens 
indirects peuvem aussi toe mis en oeuvre par l'intermediaire d'un systtoie ligand- 
recepteur. par exemple en greflam une molecule, telle qu'une vitaraine, sur un reactif 

35 porypepridique et en tmmobtlisant alors sous forme solide le reccpteur correspondant Ceci 
est illustre e.g. par le systeme biotine-streptavidine. De maniere alternative, on utilise des 
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moycns indirccts par exemple en ajoutant une queue peptidique au reactif e.g. par des 
moyens chimiques, et en immobiUsant le produit greffe par adsorption passive ou par 
liaison covaiente de la queue peptidique. 

5 L r mvention concerae egalement un proc&te de purification d'une proteine ou (fun 

polypeptide sdon l'invention k partir d'un echantillon biologique, selon lequel on souxnet 
I'dchantillon biologique k une chromatographic cfaffinitc mettant en oeuvre un anticoips 
raonospecifique sdon l'invention. 

10 A cette fin, ranticoips peut etre polyclonal ou monoclonal, de preference de type 

IgG. Des IgGs purifiees peuvent tee preparees k partir d'un antiserum selon les methodes 
couramment pratiquees (voir par cxemple Coligan et al). 

Les supports de chromatographic conventionnels de meme que des methodes 
15 standard de greffe des anticorps sont decrites par exemple dans : Antibodies : A Laboratory 
Manual D. Lane, Harlow Ed (1988X 

En bref, un echantillon biologique, de preference dans une solution tampon, est 
applique k un materiel de chromatographic, de preference equilibrl avec le tampon utilise 

20 pour la dilution de rechantilion biologique afin que la proline ou le polypeptide selon 
l'invention (antigftne) puisse etre adsorbe sur le materiel. Le materiel dc chromatographic 
tel qirun gel ou une resine associe & un anticorps selon l'invention, peut se presenter sous la 
forme (fun bain ou d'une colonne. Les composants qui restent non-lies sont elimines par 
lavage et fantig&ne est alors cluS dans un tampon dilution approprit, comme par exemple, 

25 un tampon de glycine ou un tampon contenant un agent chaotropique e.g. la guanidine 
HCl ou une concentration riche en set (par exemple, MgCl 2 3M). Les fractions eJuces sont 
recuperees et la presence de Fantigcne est alors mise en evidence par exemple en mesurant 
1'absorbance k 280 nm. 

30 Un tel proced£ de purification peut etre par exemple mis en oeuvre pour purifier une 

proline k partir d'un extrait total Neanrooins, si 1'anticorps n'est pas parfaiteraent 
monospecifique, il convient au prealable d'enrichir le materiel destine k etre soumis k la 
chromatographic d'immunoaffinite; en quantity de proteine k purifier. Par exemple, un tel 
precede peut etre mis en oeuvre pour parfeire la purification de la proteine de 32 kDa telle 

35 que obtenue selon le proceVie' decrit ct-avant comportant une etape de purification sur SP- 
Sepharose. 
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L'utilite' therapeutique ou prophylactique d'un anticorps selon 1'inveniion pent mise 
en evidence selon ie test de protection de Lee et aL propose ci-avant pour les protewes ou 
polypeptides selon I'invention. Ainsi, I'invention a egalement pour objet (i) une 
5 composition de matiere comprenam un anticorps monospecifique selon I'invention, et un 
diluant ou un support ; en particulier, (ii) une composition phannaceutique comprenant un 
anticorps monospecifique scion I'invention en quantity efficace d'un point de vue 
therapeutique ou prophylactique ; (iii) ^utilisation d'un anticorps monospecifique selon 
Finvention dans la preparation d'un medicament pour traiter ou prevenir une infection a 
10 Helicobacter ; ainsi que (iv) une metbode pour traiter ou prevenir une infection a 
Helicobacter (par exempie, H pylori. H. felis, H mustelae ou H heilmanit), selon laquelle 
on administre une quantity therapeutiquement ou prophylactiquement efficace d'un 
anticorps selon invention, a un individu ayant besoin d'un tei traitement. 

15 A cette fin, Panticorps monospecifique peut etre polyclonal ou monoclonal, de 

preference d'isotype IgA (dune maniere pridominante). Dans le cadre d'une mdthode 
d'immunisation passive* l'anticorps est administig par vote mucosale a un mammifere, par 
exemple au niveau de la muqueuse gastrique, soit par voie orale ou intragastrique, 
avantageusement en presence d'un tampon bicarbonate. Un anticorps monospecifique selon 

20 I'invention peut etre administre* en tant que seul composant actif ou en melange comprenant 
au moins un anticorps monospecifique particulier a chaque polypeptide d' Helicobacter. La 
dose <f anticorps qui doit tee utilised dans cette metbode peut etre aisetnent determined par 
Fhomme du metier. Par exemple, on indique qtf une posologie peut etre caractensee par une 
administration journaliere comprise entre 100 et 1 000 mg cfanticorps pendant une semaine 

25 ; ou une dose compre na nt 100 a 1 000 mg cfanticorps administree trois fois par jour 
pendant deux & trois jours. 

Une composition phannaceutique comprenant un anticorps selon I'invention peut etre 
fabriquee sdon les regies enoncees ci-avant pour une composition comprenant une proteine 
30 ou un polypeptide selon I'invention. De meme. s'appliquent des indications medicales 
identiques. 

L'invention est illustree ci-apres par reference aiix figures suivantes : 

35 La Figure 1 est un schema recapitutatif du protocole de preparation des fractions 

membranaires h II et HI dTf. pylori. 
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La Figure 2 pr&ente l'analyse des fractions membranaires I. II et III par 
clectrophorese sur gel de polyacrylamide 10% et coloration au bleu de Coomassie. Les 
echantillons d£pos6es sont : la fraction membranaire I (colonne 2% la fraction metnbranaire 
5 II (colonne 3), la fraction membranaire III (colonne 4) et les marqueurs de poids 
. moteculaire (colonne 1). 

La Figure 3 prdsente l'analyse par electrophorese sur gel de polyacrylamide 10% et 
coloration au bleu de Coomassie, des protfines purififes & partir d*un gel prgparatif 
10 (colonnes 3 & 7). Les echantillons deposes sont : la fraction HpPl (colonne 3), la fraction 
HpP2 (colonne 4), la fraction HpP4 (colonne 5\ la fraction HpP5 (colonne 6\ la fraction 
HpP6 (colonne 7\ Its marqueurs de poids mol&ulaire (colonnes 1 et 8) et la fraction 
membranaire 1 (colonne 2). 

15 La Figure 4 prescnte l'analyse des fractions issues du passage sur DEAE Sepharose, 

des fractions 7 et 9 (obtenues apres elution sur Q Sepharose). Les fractions ont dte separees 
par dlectrophor&se sur gel de polyacrylamide 10% ou 12,5% et color&s au bleu de 
Coomassie. Les echantillons deposes sont : la fraction 7 (colonne 2 A), la fraction 7.1 
(colonne 3A\ la fraction 12 (colorme 4A), la fraction 9 (colonne 2B), la fraction 9.1 

20 (colonne 3B)„ la fraction 9.2 (colorme 4BX la fraction 9.3 (colonne 5B) et les marqueurs de 
poids moleculaire (kDa) (colonne 1 A et IB). 

La Figure 5 pr&eme, aprts dlectrophorfese sur gel de polyacrylamide 10% et 
coloration au bleu de Coomassie; le profit 61ectrophor£tique de la fraction D issue de la 
25 chromatographic sur colonne de Q-Slpharose de la fraction membranaire III (colonne 3) et 
de la fraction U issue de la chromatographic sur colonne de S-S£phaiose de la fraction D 
(colonne 4). La colonne 1 correspond aux marqueurs de poids moleculaire et la colonne 2, 
& la fraction membranaire ID. 
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EXEMPLE I : Preparation des fractions membranaires 
1A- Culture 

5 La souchc H. pylon ATCC 43579 est cultivee en milieu liquide dans un 

fermenteur de 10 L 

Un congelat de germes en glycerol est utilise pour ensemenser un flacon de 75 
cm 2 contenant du milieu dit "biphasique" (une phase solide en g&ose Colombia 

10 contenant 6 % de sang de mouton fiais et une phase liquide en trypticase de soja 

contenant 20 % de sdrum de veau foetal). Aprte 24 hemes de culture dans des 
conditions microalrophiles, la phase liquide de cette culture est utilisee pour 
ensemenser plusieurs flacons de 75 cm 2 en milieu biphasique en l'absence de sang de 
mouton. Aprfcs 24 heures de culture, la phase liqude permet d'ensemenser un 

15 biofermenteur de 2 1 en milieu liquide trypticase soja contenant de la beta 

cyclodextrine k 10 g/1. Cette culture k DO 1,5-1*8 est inoculde dans un fermenteur de 
10 1 en milieu liquide. Apres 24 hemes de culture, les bact&ies sont r^coltees par 
centrifugation a 4000 x g pendant 30 minutes k 4°C. Une culture de 10 litres de H. 
pylori ATCC 43579 en fermenteur permet d'obtenir environ 20 k 30 g (poids humide) 

20 debact&ies. 

IB- Extraction par le n octyl £-D gtucopyranosidc (OG) 

Le culot de germes obtenu prcctfemment est lav* avec 500 ml de PBS 
25 (Phosphate buffer saline ; Nad 7.650 g, phosphate disodique 0.724 g phosphate 

monopotasstque 0,210 g pour un litre ; pH 7,2) par litre de culture. Puis les germes 
sont a nouveau centrifuges dans les memes conditions. 

Le culot bact&ien obtenu (C|) est remis en suspension dans une solution (TOG 
30 (Sigma) k 1 % (30 ml/litre de culture). La suspension bactfrienne est incub£e pendant 

1 heure k temperature ambiante sous agitation magn&ique, puis centrifugec a 1 7 600 
x g pendant 30 minutes a 4°C 

Le culot (Cj) est conserve pour etre traite par la suite. 
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Le surnageant (S2) obtenu est dialysE (MWCO=10 000 Da. Spectra/por) 
pendant une nuit k 4°C sous agitation magndtique contre 2 fois 1 litre de PBS dilud 
au 1/2. Le pr&ipitd fbrmd au coins de la dialyse est r£cup&£ par centrifligation k 2 
600 x g pendant 30 minutes k 4°C. Le surnageant (Sjj) est ^limine et le culot 
5 (Cs2d) Qu* contient des proteines de membrane est conserve k -20°C. 

1C- Cassage des gennes 

Le culot (C2) obtenu apres centrifugation des germes trails par TOG est ranis 
10 en suspension dans du tampon Tris-HCl 20 mM pH 7,5 et Pefabloc 100 uM (tampon 

A) puis homog£n£ise k faide de rultra-turrax (3821. Janke & Kungel). LTiomogdnat 
obtenu est mis en presence de lysozyme (0.1 mg/ml final) et d'EDTA (1 mM final). 

L'homogenat est soniqul 3 fois 2 minutes k 4°C ($ sonde=0J$ cm, 
IS puissance=20%, Sonifier 450 Branson), puis ultjacentrifuge a 210 000 x g pendant 

30 minutes k 4°C. Le surnageant (S3) qui contient des prolines cytoplasmiques et 
periplasmiques, est dlimind, alors que le culot (C3) est r&up&d, lav£ en tampon A, 
puis ultracentrifuge k 210 000 x g pendant 30 minutes k 4°C. Aprts Elimination du 
surnageant (S4), le culot (C4) est conserve k -20°C Ce culot contient des protdines 
20 roembranaires intrins£ques et p*riph£riques. 

La procedure peut etre poursuivse par un double lavage du culot C4 pour 
dimmer les protfines membranaires plriph&iques. Le culot C4 est remis en 
suspension dans du tampon N&C03 50 mM pH 9,5, Pefabloc et 1 00 uM (tampon B). 
25 La suspension est uhracentrifugte £ 210 000 x g pendant 30 minutes a 4°C. Le 

surnageant (S5) est elimine puis le culot (C5) est lave et ultracentrifugd dans les 
m£mcs conditions que ftffc&teiumcnt- Aprts Elimination du surnageant (S$), le culot 
(C$) qui contient essentiellement des prottines membranaires imrinstques. est 
conserve k -20°C 

30 

Les fractions C4, C6 et C$2d 50,11 appetees par la suite respecttvement 
fractions membranaires L II et UL 



ID- Analyse des fractions membranaires 

35 
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Les difftrentes fractions membranaires sont analysees par electrophorese sur 
gel de polyacrylamide en presence de SDS selon la methode de Laemmli (1970). Les 
proteines sont visual isees aprfcs coloration au bleu de Coomassie. 

5 Si on consider* les prolines majeures de chaque fraction* les profils SDS- 

PAGE (Figure 2) montrent que la fraction membranaire J est tr£s proche de la 
fraction membranaire II. Par contre ces deux demieres different sensiblement de la 
fraction membranaire III. 

10 Le profil de la fraction membranaire I pr&ente 7 bandes prottiques majeures 

de poids moleculaires respectifs 87, 76 t 67, 54, 50, 47 et 32-35 kDa (colonne 2). Par 
western blot en presence (fanticorps anti-ureB ou d'anticorps anti-cataiase, on a 
montre que la bande a 67 kDa correspondait & la sous-unite B de I'urease et la bande 
6 54 kD correspondah a la catalase. Ces deux proteines ne se retrouvent pas dans le 

1 5 profil de la fraction II (colonne 3) puisque le lavage en tampon carbonate ^limine les 

prolines faiblement assoc&s & la membrane. Quant au profil protgique de la 
fraction membranaire III, U montre la presence de 4 bandes majeures & 76, 67 t 50 et 
30 kDa (coloime 4). 

20 EXEMPLE 2 : Purification des protttnes de la fraction membranaire ] par SDS- 
PAGE p reparative 

line dectrophortee est r&ltsee sur gel de polyacrylamide selon la mfthode de 
L ae mmli (1970) avec un gel de co nce n tration de 5% et un gel de separation de 10%. La 

25 fraction membranaire est remise en suspension dans du tampon A, puis dilute au demt 
dans le tampon echantillon 2X. Le melange est ehaufft 5 minutes & 95°C. Environ 19 mg 
de proteines sont deposes sur un gel de dimension 16 x 12 cm et cf£paisseur 5 mm. Une 
premigration est effectuee & 50 V pendant 2 heures, suivie <fune migration & 65 V pendant 
la nuit. La coloration du gel au bleu de Coomassie R250 (0.05% dans de 1'eau ultrafiltrde) 

30 permet une bonne visualisation des bandes. 



Les bandes majeures HpPl , HpP2. HpP4. HpP5 et HpP6 sont ctecoupees au scalpel et 
broyees a l'ultra-turrax en presence de 1 0 ou 20 ml de tampon d'extraction Tris-HCl 25 mM 
pH 8,8, uree 8 M SDS 10%, phenyl methyl sulfonyl fluorique (PMSF) 100 rM et Pefebloc 
35 100 nM (tampon C). Chaque broyat est fihre sur un prefiltre Millipore AP20 (♦fUtre = 4 7 
cm, <>pore = 20 pm) k faide dim extrudeur a une pression de 7 bars, a temperature 
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ambiante. Cheque broyat est lave avec 5 & 10 ml de tampon C et filtre comrae 
ptgc&emment. Les deux fihrais obtenus a partir de chaque broyat correspondant sont 
rassembles. 

5 Chaque filtrat est precipite avec 3 volumes d*un melange 50 : 50 methanol 75% et 

isopropano) 75%, puis ultracemrifuge a 240 000 x g pendant 16 heures a 10°C sur rotor 70 
TFT(J8-55, Beckman). 

Chaque culot est reprispar 2 ml de tampon de solubilisation NaP04 10 mM pH 7,0, 
10 NaCl 1 M, Sarkosyl 0.1%, PMSF 100 pM, Pefabloc 100 nM et urte 6 M (tampon D). 
L'echantillon solubiiise est dialyse successivement contre 100 ml de tampon DMM 
d'uree et 0, 1 % de Sarkosyl, contre 100 ml de tampon D&2 M d'urte et 0,5% de Sarkosyl et 
contre 2 fois 100 ml de tampon Dsansureeet & 0*5% de Sarkosyl. La dialyse est effectufe 
pendant 1 heure sous agitation magnctique & temperature ambiante. Le dialysat final est 
15 incube pendant 30 minutes dans un bain de glace, puis centrifuge & foible vitesse pendant 
10 minutes a 4°C (Biofuge A, Heraeus Sepatech). Le surnageant est recuperet filtre sur 
filtre Millipore a 0,45 \un et conserve a -20°C. 

Une analyse SDS-PAGE a ete realisee pour chaque fraction (Figure 3)* 

20 

L'analyse du profil electrophoretique de chaque fraction montre que les fractions 
HpPl, HpP2 et HpP4 sont pures avec une seule bande sur gel pour chacune de ces fractions 
(respectivement 487,76ct54 kDa). La fraction HpP5 presente une bande de forte intensite 
a 50 kDa legerement contaminee par une bande d 47 kDa ; de meme la fraction HpP6 
25 presente une bande de forte intensity a 32 kDa legerement contaminee par une bande & 35 
kDa. 

EXEMPLE 3 : Purification do prottincs mcmbranaires de 30, 50 et 54 kD & partir 
de la fraction membranaire 1 

30 

3A - Chromatographie cehangeuse d'anions sur Q-Sepharose 

Une colonne de Q Sepharose de 40 ml ($=2.5 cm, h=8 cm) est preparee selon 
les indications du fahricant (Pharmacia). La colonne est lavee, puis cquilibree avec le 
35 tampon NaC03 50 mM pH 9,5, Pefabloc 100 *iM et Zwirtergent 3-14 k 0.1%. La 

chromatographie a ete suivie par une detection UV a 280 nm a la sortie de la colonne. 
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Cent quarantc mg de prottines de la fraction membranaire I prealablement 
solubilisee sont d£pos£es sur la colonne qui est ensuite lav£e avec le tampon 
tfequilibrage (NaC03 50 mM pH 9,5, Pcfabloc 100>iM ct Zwittcrgent 3-14 0,1%) 
5 jusqu'& cc que 1'absorfoance k 280 nm sott stabiiisec. Les prolines sont flukes par un 

gradient de 0,1 k 0,5 M de NaCI dans le tampon d'6quilibre (10 fois Vj), suivi d'un 
lavage en tampon d'dquilibrage contenant 0,5 et 1 M de NaCI (2 fois Vj). Les 
fractions collecttes sont analyses par SDS-PAGE et rassembtees en diff&itnts pools 
selon leur profil £lectrophor&ique, puis conserve a -20°C. Les fractions sont 
10 comme suit : 



fractions 


ttution 




elation 


1 


tluat direct 


6 


NaCI 025-Qjm 


2 


lavage 

tamp.gquilibre 


7 


NaCI 0.28-0.35M 


3 


NaClO-OJM 


8 


NaC10.35-0.3M 


4 


NaCI 0,i-0,2M 


9 


d^but lavage NaCI 1M 


5 


NaClO^-O^M 


10 


fin lavage NaCI 1M 



Le bilan prottique montre que 53% des proteines sont 61u£es au cours du 
gradient de NaCI 0*0,5 M, 14% des proteines ne se sont pas fixees sur la colonne et 
15 33% des prot&nes sont &u6ts au cours du lavage en NaCI 1 M (tableau 5). Les 

proteines non fixees sur la colonne. correspondent k des proteines alcalines charges 
poshivement k pH 7,5, alors que les prolines 61u6es en 1 M NaCI correspondent k 
des prolines acides fortement chargees k ce pH. 

20 La purification des fractions 7 et 9 est poursuivie comme suit. 

3B- Separation des prolines des fractions 7 et 9 par chromatographic 
tchangeuse d'anioas sur DEAE Sipharose 

25 Une colonne de DEAE S^pharose est preparee selon les indications du 

fabricant (Pharmacia) pour un volume de gel d'environ 10 ml (<|>=L5 cm. h=5 cm) 
(maximal 10 mg proteine/ml de gel). La colonne est lavge, puis gquilibree avec le 
tampon Tris-HCl 50 mM pH 7,5. Pefcbloc 100 jiM et Zwittergent 3-14 k 0,1%. La 
chromatographic est suivic comme prccedemment par une detection UV k 280nm a la 

30 sortie de la colonne. 
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La fraction 7 dialysee au prealable contre le tampon d'equilibrage (Tris-HCI 50 
mM pH 7,5, Pefebloc 100 nM et Zwittergent 3-14 0,1%) contenant 10 mg de 
proteines* est deposee sur la colonne de DEAE Sepharose. La colonne est lavee en 
5 tampon d'equilibrage jusqu*& ce que 1'absorbance k 280 nm soit stabilises Les 

proteines sont duces par un gradient de 0 £ 0,5 M de NaCl dans le tampon 
d'equilibrage (10 fois VjX suivi d*un lavage en tampon d'equilibrage contenant 1 M 
de NaCl (2 fois x Vj). Les fractions collectees sont analysees par SDS-PAGE, puis 
rassemblees en differems pools selon leur profit prot&que ct conservees A -20°C. Par 
1 0 SOS-PAGE, on montre que la fraction 7. 1 (dluat direct) est d'intereL 

Une purification identique est reconduite avec la fraction 9 contenant 3 1 mg de 
proteuies. Par SDS-PAGE on montre que les fractions 9.1, 92 et 9.3 respectivement 
duces & 0, 1 -0,25 M NaCl, 0,3 -0,4 M NaCl et 1 M NaCl sont d'intereL 

15 

Pour la fraction 7 (Figure 4A), les i&ultats obtenus montrent que seulement 
une proteine de 30 kDa (colonne 3 ; fraction 7.1) a £t£ enrichie et partiellement 
separee apres passage sur la colonne de DEAE Scpharose, les autres prolines n'ont 
pas £te* separees. Pour la fraction 9 (Figure 4B), les profils electrophortftiques 
20 montrent que deux proteines de 54 et 15 kDa (colonnes 3 et 5 ; fractions 9.1 et 93) 

ont et£ separees et une proteine de 50 kDa a 6tc enrichie (colonne 4 ; fraction 92). La 
proline de 54 kDa de la fraction 9. 1 ne reagit pas avec des anticorps anti-catalase. 

EXEMELEAi Purification de la proline membranaire de 32 kDa * partir de la 
25 fraction membranaire I 

La fraction membranaire I est solubilisee en tampon NaC0 3 50 mM pH 9,5 a 
temperature ambiante pendant 30 min sous agitation. La suspension est ensuite 
cemrifug* 4 200 000 xg pendant 30 min a +4°C. Le sumageant est di aly sc* contre du 
30 tampon NaP0 4 50 mM pH 7.0 puis depose sur une colonne de SP-Sepharose 

prealablement equilibria avec ce meme tampon. Apres . lavage de la colonne avec ce 
meme tampon, la colonne est soumise & un gradient de NaCl 0-0.5 M. La fraction 
dueeentre 0,26 et 0,31 M comient la proteme de 32 kDa. 



35 
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EXEMELEJ: Preparation de scrams hyperimmuns k rencontre des fractions 
HpPSetHpP6. 

Des serums polyclonaux speciflques des proteines membranaires majeures H. pylori 
5 sonl obtenus par hyperimmunisation des lapins respecdvement avec )es antigenes purifies < 
par SDS-PAGE preparative HpP5 el HpP6. La premiere injection JO (sous-cutanee 
muMsites et intramusculaire) est effectuee avec une preparation contenant 50 \ig de 
proteine membranaire emulsionnee en adjuvant complet de Freund, puis les rappels J21 et 
J42 se font par injection de 25 pg de proteine membranaire en adjuvant incomplet de 
10 Freund. Les animaux sent sacrifies k J60. Les serums obtenus sont decomplementes 
pendant 30 minutes a 56°C et sterilises par filtration sur membrane de porosite 0.22 pm 
(Millipore). 

L'anUserum anti*HpP5 reagit avec la proteine de 50 kDa isolee dans la fraction 9,2 
15 obtenue dans l'Exemple. 3. ^antiserum anti-HpP6 reagit avec la proteine de 32 kDa isolee 
dans la fraction eluee entre 0,26 - 0J1 M NaCl sur SP-Sepharose, telle qu'obtenue dans 
PExemple 4. 

Bien evidemment, le protocolc <f immunisation decrit ci-avant peut 6tre utilise* de 
20 maniere similaire pour produire des antiserums k rencontre de chacune des proteines 
puriftecs k fExemple 3. Les preparations obtenues dans ces exemples pourront etre 
avantageusemem soumises k une dectrophorcse preparative sur gel de SDS-PAGE. Les 
bandes proteiques seront traitees comme prec6demment afin d'obtenir une preparation 
destinee k 1'immunisation. 

25 

EXEMPLE 6 : Purification d'une catalase k partir d'H. pylori 

Une culture est realisee comme decrit dans TExemple 1A. Le culot bacterien lav* est 
remis en suspension dans du tampon phosphate de sodium 50 mM pH IjS contenant du 
30 PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride Sigma) 100 pM (tampon A) k concentration finale 
0,1 g (poids humide) par millilitre. La suspension est homogentisee k 1'aide d'un mixeur 
de type Uftraturrax. Les cellules bacteriennes sont ensuite cassees par sonication avec un 
appareil de type Sonifier (Branson) equip* (Tune sonde de diametre 1,8 cm. La sonication 
steffectue par intermittence, 1 min de sonication et 1 min de repos sur glace. Une 
35 sonication de 10 min est suffisante pour casser completement 5 g de gennes en suspension. 
Le tysat ainsi obtenu est centrifuge pendant 15 min & 4°C a 4 000 g. Le surnageam est 
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recupere puis, centrifuge a nouveau a 100 000 g pendant 30 min a 4°C. Le sumageant de 
cette deuxieme centrifugation (S2) est recupere pour une purification chromatographic La 
fraction S2 preparee de cette facon conserve environ 90% de l'activite enzymatique 
"cataiase" totale, telle que mesuree selon la technique de Hazetl et al (supra) ou Beers & 
5 Sizer, J. Biol. Chem. (1952) 195 : 133. 

La fraction S2 est chargee sur une colonne S-Sepharose (Pharmacia) prealablement 
equilibree avec du tampon A. La colonne est lavee avec le m&me tampon. La 
chromatographie est suivie avec un detecteur UV a 280 nm pour ies proteines et par 

10 ractivite' enzymatique pour la cataiase. Apres elimination des proteines non-fixees 
O'absorption a 280 nm revient a la kigne de base), la colonne est ensuite lavee avec un 
gradient de NaCl 0 a 1M dans du tampon A. Les fractions correspondant au pic de 
ractivite cataiase sont recueiUies, concentrees dans une cellule de concentration de type 
Amicon equipee de membrane dont le seuil de coupure est de 100 QO0 Daltons. La fraction 

15 concentree ainsi obtenue est charge sur une colonne Sephacryl S-300 HR prealablement 
equilibree avec du tampon PBS. Les fractions contenant de 1'actrvite cataiase sont 
recueilltes* concentrees a 1 mg/ml et dialysees contre le tampon PBS. La solution finale est 
filtree sur une membrane de porosite 0,22 um et conservee a -70°C. 

20 La proteine ainsi purifiee presente les caracteristiques suivantcs: 

(i) Une activite enzymatique de cataiase typique, en l'absence d'activite 
peroxydase. 

25 (ii) Un spectre visible typique cfune hemoproteine, un pic de Soret a 406 nm et les 

pics d*alpha et de betaentre 520 nm et 550 nm. 

(iii) Une forme monomerique a 54 kDa en SDS-PAGE avec la sequence N- 
tenninale suivante: MVT4KDVKQTTAFGAPVWDDNNV1TAGPRG. 
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EXEMPkg? Purification de la promise membra ri aire de 50 kDa par 
immunoafftaitt 

5 7.A- Purification des IgGs 

Un serum hyperimmun anti-fraction HpP5 tel que pr£parg dans I'Exemple 5, est 
depose sur une colonne Proline A Sepharose 4 Flast Flow (Pharmacia) 
pr&lablement 6quilibr6c en Tris-HCl 100 mM pH 8.0. La lysine est lavee par 10 
10 volumes de colonne de Tris-HCl 100 mM pH 8.0 puis par 10 volumes de colonne de 

Tris-HCl 10 mM pH 8.0. Les IgGs som £luees en tampon glycine 0.1 M pH 3.0. Les 
IgGs sont collected en tant que fractions de 5 ml auxquelles est ajoutt 0*25 ml de 
Tris-HCl 1 M pH 8.0. La density optique de I'eluat est mesurfe a 280 nm et les 
fractions contenant les IgGs sont rassemblees et si necessaire, congetees a -70°C. 



15 



7JI - Preparation de la colonne 



Une quantity appropriee de gel CNBr - activated Sepharose 4B (sacbant que 1 
g de gel sec donne environ 3,5 ml de gel hydrate et que la capacity du gel est 5 a 10 
20 mg (flgG par ml de gel) febrique par Pharmacia (ref : 17-0430-01) est mis en 

suspension dans du tampon NaCl 1 mM. Le gel est ensuite lav* & I'aide d'un buchner 
en ajoutam de petites quanotes <THC1 1 mM. Le volume total d*HCI 1 mM utilise est 
de 200 ml par gramme de geL 

25 Les IgGs purifUes sont dialys&s pendant 4 hrs a 20 + 5°C contre 50 vol. de 

tampon phosphate de sodium 500 mM pH 7.5. Elles sont ensuite diluees en tampon 
phosphate de sodium 500 mM pH 7.5 b une concentration finale de 3 mg/ml. 

Les IgGs sont incub&s avec le gel pendant une nuit a 5 + 3 °C sous agitation 
30 rotative. Le gel est mis dans une colonne de chromatographic et lave avec 2 vol de 

colonne de tampon phosphate 500 mM pH 7 J. Le gel est alors transferre dans un 
tube et incube en fthanolamine 100 mM pH 7.5 a la temperature ambiame sous 
agitation. II est ensuite lave par 2 vol. de colonne de PBS; Le gel peut £tre conserve 
en PBS menhtolate 1/10 000. La quantitc dlgGs couplees au gel peut etre determine 
35 en mesurant la difference de density optique a 280 nm de la solution initiate cflgGs et 

de I'dluat direct plus les lavages. 
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7.C - Adsorption et tiution de 1'antigtne 

Urc preparation proteique d'antigene en Tris-HCI SO mM pH 8.0 EDTA 2 mM, 
S par exemple la fraction membranaire I ou II (fraction C4 ou C6 telles qu'obtenue 

dans i'Exemple I C et sotubiliste en zwittergent) est filtree au travers cfune membrane 
de 0*45 \xm puis est deposee sur la colonne ^quilibrde au prealable avec du Tris-HCI 
50 mM pH 8.0 EDTA 2 mM, a un debit d'environ 10 ml/hr. Ensuite. la colonne est 
lavde par 20 vol. de Tris-HCI 50 mM pH 8.0 EDTA 2 mM. de maniere alternative, 
10 1'adsorption peut etre raise en oeuvre en bain ; ('incubation est poursuivie a 5 + 3°C 

pendant la nuit et sous agitation. 

Le gel est lave par 2 a 6 vol. de tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 6,8. 
L*amig£ne est 61u6 avec du tampon glycine 100 mM pH 23. L*61uat est nicolte dans 
15 des fractions de 3 ml auxquelles sont ajoutes 150 pi de tampon phosphate de sodium 

1 M, pH 8.0. La density optique de chaque fraction est mesurge a 280 nm; les 
fractions contenant I'antigene sont assemblies et conserves a -70°C. L'analyse par 
61ectrophor£se sur gel de SDS-Page (0 % revele unc seule bande a 50 kDa. 

20 EXEMPLE 8 Purification de la prottine membranaire de 32 kDa par 
immunoaJfisit* 

LTExemple 7 est r£pet£ en u&Ksant r antiserum anti-fraction HpP6, aftn de poursuivre 
la purification de la fraction ihde entre 0,26 etO, 31 M NaCl comme dtoit dans I'Exemple 
25 4. Les fractions collectles apr&s button et contenant la proteine sont rassemblees en une 
seule preparation ; cdle-ci est analyste par liectrophor&se sur gel de SDS Page 10 %. Une 
seule bande apparait a 32 kDa. 

EXEMPLE 9 Test d'a^iutination 

30 

9jV- Cutout 

A partir d'une souche dH. pylori n° ATCC 43579 (disponible auprts de 
I'ATCC 12301 Parklawn Drive, Rockville MD - USA) conserve en glycerol a - 70 
35 °C. on ensemence un flacon de 25 cm 2 contenant un milieu biphasique. Le milieu 

biphasique comprend une phase solide constitute de 10 ml de gelose Colombia 
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(BioMerieux) addiu'onnee de 6 % de sang de mouton frais et une phase liquide 
constitute de 3 ml de bouillon Trypticase soja (Difco) contenam 20 % de serum de 
veau foetal. Les flacons sora places dans un sac Itanche dit "generbag" (BBL) et 
incubes sous agitation rotative douce a 37°C pendant 48 heures en condition de 
rrucroafaophilie (8-10 % COj, 5-7 % O2 et 85-87 % N 2 ) obtenu par le System 
Microaer (BBL). 

Cette culture de 48 heures est utilis6e pour ensemencer de nouveau des flacons 
contenant du milieu biphasique. L'absorbance initiale de cette culture a 600 run doit 
etre comprise entre 0.15 et 02. Les flacons sont incubes dans des conditions 
idemiques i celles d^crites precttemroent. 

Apres 48 heures, la suspension bacterienne est transvasee dans un tube k essai. 
L'absorbance de cette culture est mesurde et elle doit se situer entre 3,0 et 3,5 & 
600nm. L'aspect des germes est control* sous microscope apr&s une coloration au 
Gram. 

93- Antiserums 

Un antiserum tel qu'obtenu dans 1'Exemple 5 est fiitre sur une membrane 0,45 
um pour eliminer les petits agrtgats s*il en existe avant utilisation. 

Sur une lame pour inurjunopiecipitation & fond noir (Prolabo ret 10050), on 
depose 20 Ml <Feau pbysiologique dans le premier puit, 20 ul de sdrum pr&ev* avant 
immunisation dans le puit central et 20 ui d*antis6rum dans le troisi&me puits. Vingt 
ul de suspension bactirienne pylori sont ajout£s dans chacun des trois puits et on 
melange ensuite les gouttes i I'aide d'une pipette Pasteur a bout rond ferrai. 

On observe sous une loupe miroir. rapparition d'une agglutination 5 minutes 
maximum aprfcs avoir r£alis£ le melange. L'aggiutinatton est complete lorsque le 
melange se presente sous la forme d'une solution limpide comprenant de gros 
agrtgats. Les tlmoins negates* soit avec de Teau physiologique, soit avec le serum de 
pre-immunisation. doivent rester troubles, revdant que la suspension bacterienne est 
intacte. 
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Les antiserums anti-fraction HpPS ct anti-fraction HpP6 donnent une reaction 
^agglutination tres forte. Dans les conditions testees* les bacteries d'//. pylori 
s'agglurinent rapidement et la reaction est complete apres une minute. Les rcsultats 
5 indiquent que les proteines de 50 et 32 kDa sont vraisemblablement exposees a la 

surface d'H. pylori. 



EXEMPLE 10 Mise en Evidence de I'effet protecteur des proteines rnembranaires de 
de 54,50,30*132 kDa 

10 

Des groupes d'une dizaine de souris Swiss Webster agees de 6 a 8 semaines (Taconic 
Labs, Germantown, NY), sont immunises par voie intragastrique avec 1, 5, 25, 50 ou 100 
ug de l'antigene de 54. 50 ou 30 kDa purifig par chromatographie tei que decrit a rExemple 
3 ; ou de I'antigene de 32 kDa purifie par chromatographie tel que decrit a 1'Exemple 4 ou 

15 par immunoaffinite tel que decrit dans 1'Exemple 8 ; ou de l'antigene de 50 kDa purifi* par 
par immunoaffinite tel que decrit dans 1'Exemple 7 (prefer*). L'antigene est dilue en PBS 
ou en PBS contenant 0,24 M de bicarbonate de sodium. L'antigene est supplement^ par 5 
ou 10 ug de toxine cholerique (CT) (Calbiochem, San Diego) ou de heat-labile toxinc (LT) 
(Berna Products, Coral Gables FL) . Les souris sont tout d'abord anesthesiees avec de 

20 risoflurane ; puis la dose est administree sous un volume d'environ 0,5 ml a 1'aide d*une 
canule. Quatre doses sont administrees a chaque souris a 7-10 jours dintervalle. Deux 
semaines apres la derniere administration d'antigene. les souris sont eprouvees par une dose 
unique de la souche K pylori ORV2002 (1 x 10 7 de bacteries vivantes dans 200 ui de PBS 
; D055Q de 03 environ) administree par voie intragastrique. Un groupe n'ayant recu aucune 

25 dose cfamigene et servant de contrdle est eprouve de meme. Deux semaines apres 
I'epreuve, les souris sont sacrifices. Le pourcentage de protection est determine soit en 
mesurarit Factivhe urease ou en evaluant la charge bacterienne par histologie ainsi que cela 
est decrit dans Lee et al (supra) ou directement par culture quantitative d'Kpylori. Dans ces 
conditions, on est en mesure d'observer pour chacune des proteines de 54, 50 30 et 3 2 kDa, 

30 une reduction sensible de la charge infecticuse chez la plupart des souris immunisees avec 
25 ug par rapport au groupe contrdle ; ceci permet de conclure que les antigenes de 54. 50. 
30 et 32 kDa if//, pylori sont au moins partiellemem protecteurs : les meilleurs resuhats 
etani obtenus avec laproteine de 32 kDa (100 % de protection) 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Pasteur Merieux serums et vaccins 

(B) RUE: 58 avenue Leclerc 
(Q VILLE: Lyon 

10 (E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 69007 

(G) TELEPHONE: 72 73 79 31 

(H) TELECOPIE: 72 73 78 50 

15 (ti) TTTRE DE L' INVENTION: Nouvelles proteines membianaires 
A' Helicobacter pylori 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 

20 (iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(Q SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 
(D) LOGIC! EL: Patentln Release #1.0. Vernon #1 .30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
30 (A) LONGUEUR: 22 addes amines 

(B) TYPE: adde amine' 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 
(ui) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(v) TYPE DE FRAGMENT: N-tenninal 

40 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 : 

Met Lys Olu I»ys Phe Asa Arg Thr Lys Pro His Val Asn lie Oly Thr 
1 5 10 15 

45 He Gly His Val Asp Bis 
20 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 acides amines 

(B) TYPE: acide amini 

(C) NOMBRE OE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 
(ui) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(v) TYPE DE FRAGMENT: N-tcrminal 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Val Ann JLys Asp Val Lya Gin Thr Thr Ala Phe Gly Ala Pro Val 
1 5 10 15 



Txp Asp Asp Asn Asn Val He Thr Ala Gly Pro Arg Gly 
20 25 
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1. Une prot&ne & Helicobacter pylori sous foime substamiellement purifile, 
susceptible d'etre obtenue a partir d'une fraction membranaire d'H. pylori et 
dont le poids moleculaire aprds gtectrophorese sur gel de polyacrylamide 10% 
en presence de SDS, apparait de i'oidre de 54. 50. 32-35 ou 30 kDa ; a 
condition que lorsque le poids moldculaire est de 54 kDa, la proline ne 
rtagisse pas avec un antiserum anti-catalase. 

2. Une proline selon la revendication 1 , dont le poids moleculaire apparent est de 
I'ordre de 54 kDa et qui est susceptible d'etre obtenue par un proc6d£ dans 
lequel : 

(i) on precede a une extraction des bacteries H. pylori par du n-octyl 0-D 
glucopyranoside 1 %, suivie d'une centrifugation ; 

(ii) on recup£re un culot bactfcrien que Ton traite par du lysozyme et que Ton 
soumet a sonication, suivie d'une centrifugation ; 

(iii) on r&uptre un culot de centrifugation que Ton soumet a un lavage en 
tampon Tris HCl 20 mM pH 7JS. suivi d'une centrifugation ; 

(iv) on recupere la traction membranaire constitute du culot de centrifugation 
que Ton resuspend en milieu aqueux ; 

(v) on soumet la fraction membranaire a une chromatographic tchangeuse 
<f anions sur coionne Q-S£pharose en gradient de NaCl suivi 
d*un lavage en NaCl 1 M ; 

(vi) on r£cupere la fraction elu£e en dlbut de lavage en NaCl 1 M que Ton 
soumet a une chromatographie Schangeuse d'anions sur coionne de 
DEAE S6pharose en gradient de NaCl 0 - 0*5 M : et 



(vii) on recupere la fraction eluee en NaCl 0.1 -0.25 M. 
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3. Une proline selon la revendicatioD 1 , dont le poids moleculaire apparent est de 
I'ordre de 50 kDa et qui est susceptible d'etre obtenue par un procede dans 
lequel : 

(i) on precede A une extraction des bacteries H. pylori par du n-octyl p*0 
glucopyranoside 1%, suivie d'une centrifugation ; 

(ii) on r&upere un culot bacterien que I'on traite par du {ysozyme et que Ton 
soumet a sonication, suivie d'une centrifugation ; 

(tii) on rccupere un culot de centrifugation que Ton soumet & un lavage en 
tampon Tris HQ 20 mM pH 7,5, suivi d'une centrifugation ; 

(tv) on recup&re la fraction membranaire constitute du culot de centrifugation 
que Ton resuspend en milieu aqueux ; 

(v) on soumet la fraction merabranaire & une chromatographic echangeuse 
cfanions sur colonne Q-Sepharose en gradient de NaCI 0 - 0,5 M, suivi 
d*un lavage en NaCI 1 M; 

(vi) on rccupere la fraction e^uee en d&but de lavage en NaCI 1 M que Ton 
soumet a une chromatographie echangeuse d'anions sur colonne de 
DEAE Sepharose en gradient de NaCI 0 - 0,5 M ; et 

(vii) on rccupere la fraction eluee en NaCI 03 - 0,4 M. 

4. Une proteine selon la revendication 3, qui a pour sequence N-terminale la 
sequence d'acide amines telle que montree dans 11D SEQ NO 1. 

5. Une proteine selon la revendication L dont le poids moleculaire apparent est de 
i'ordre de 30 kDa et qui est susceptible d'etre obtenue par un procede dans 
lequel : 

(i) on proc&de & une extraction des bacteries H. pylori par du n-octyl P-D 
glucopyranoside !%, suivie d'une centrifugation ; 
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(ii) on rfcupere un culot bactericn que Ton traite par du lysozyme et que Ton 
soumet k sonicatton, suivie d*une centrifugation ; 

(iii) on recupere un culot de centrifugation que Ton soumet k un lavage en 
tampon Tris HCI 20 raM pH 7,5, suivi d'une centrifugation ; 

(iv) on recupere la fraction membranaire constitute du culot de centrifugation 
que Ton resuspend en milieu aqueux ; 

(v) on soumet la fraction membranaire k une chromatographic echangeuse 
<f anions sur colonne de Q-Sepharose en gradient de NaCl 0 - 0*5 M ; 

(vi) on recupere la fraction dluee en NaCl 0,28 * 035 M, que Ton soumet k 
une chromatographic echangeuse d'anions sur colonne de DEAE 
Slpharose en gradient de NaCl 0 - 0,5 M ; et 

(vii) on recupere la fraction correspondant k l'duat direct (absence de NaCl). 

6. Une prot&ne selon la rcvendication 1 , dont le poids moleculaire apparent est de 
I'oidrc de 32-35 kDa et qui est susceptible d'etre obtenue par un precede dans 
lequel : 

CO on proc£de k une extraction des bacteries K pylori par du n-octyl JW> 
ghtcopyranostde 1%^ suivie dW centrifugation ; 

(n) on recupere un culot bactcrien que 1'on traite par du lysozyme et que Ton 
soumet k sonication, suivie d'une centrifugation ; 

(iii) on recup&re un culot de centrifugation que i'on soumet k un lavage en 
tampon Tris HCI 20 mM pH 7,5, suivi d'une centrifugation ; 

(iv) on recupere la fraction membranaire constitute du culot de centrifugation 
que Ton resuspend en milieu aqueux, avantageusement en tampon 
carbonate pH 9,5; 

(v) on centrifuge la suspension obtenue en (iv) k environ 200 000 xg et on 
recupere le surnageant ; 
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(vi) on abaissc le pH du sumageant obtenu en (v) jusqu'A environ pH 7, 
avantageusement par dialysc centre du tampon phosphate pH 7 ; 

(vii) on soumet la preparation obtenue en (vi) k une chromatographie 
Ichangeuse de cations sur colonne de SP-S6pharose en gradient de NaCl 
0-0*5 M, avantageusement dans un tampon phosphate pH 7 ; et 

(viii) on r&up&re la fraction dufe en NaCl 0,26 - 0,31 M 

7. Une proline ^Helicobacter ou un polypeptide d£riv6 de la proline par 
fraraentation et/ou mutation, sous forme substantiellement purifide. qui est 
capable d'etre reconnu par un antiserum &abli a rencontre d*une protfine selon 
Tune des revendications 1 k 6. 

8. Une composition pharmaccutique destinte k la prevention ou au traitement 
d'une infection k H. pylori, qui oomprend a titre de principe actif une proline 
ou un polypeptide selon rune des revendications 1 &7. 

9. Un anticorps monospecifique capable de reconnaitre une proteine ou un 
polypeptide selon Tune des revendications 1 k 7. 

10. Une composition pharmaccutique destinde k la prevention ou au traitement 
d'une infection k K pylori, qui comprend k thre de principe actif un anticorps 
monospecifique selon la revendication 9. 

1 L Une m&hode de diagnostic pennettant de d&ecter la presence $ Helicobacter 
dans un 6chantiJlon biologique, selon laquelle on met en contact l'£chantUlon 
biologiquc avec un anticorps selon la revendication 9 ou un polypeptide selon 
la revendication 7, afin que se forme un complexe imrnun, on ^limine de &9on 
optionnelle, le matgrid non lid, et on d&ecte le complexe immun fonnt entre 
f&hantillon et fanticorps ou le polypeptide. 

12. Un procede de purification chine proline ou d'un polypeptide selon Tune des 
revendications U7, i partir d'un echantillon biologique, selon lequel on 
soumet l'echantillon biologique k une chromatographie d'affinite mettant en 
oeuvre un anticorps monospecifique selon la revendication 9. 
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INFECTION AND IMMUNITY, 

vol. 62, no. 19, Octobre 1994, WASHINGTON 
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pages 4526-4533. XP8820e3746 

P. D0I6 ET AL.: 'IDENTIFICATION OF 

SURFACE- EXPOSED OUTER MEMBRANE ANTIGENS 

OF HELICOBACTER PYLORI . ' 

voir page 4531, colonne de droite. ligne 
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12 

INFECTION AND IMMUNITY. 

vol. 62. no. 4, Avril 1994, WASHINGTON 

US. 

pages 1392-1399. XP682883747 
M.A. TUFANO ET AL.: 'IHMUNOBIOLOGICAL 
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voir le document en entier 
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vol. 71, 1990, AMSTERDAM, NL. 

pages 225-239. XPe82ed3033 

C.J. LUKE ET AL.: 'IDENTIFICATION OF 

FLAGELLAR AND ASSOCIATED POLYPEPTIDES OF 

HELICOBACTER (FORMERLY CAAMPVLOBACTER) 

PYLORI." 

voir le document en entier 

JOURNAL OF BACTERIOLOGY. 

vol. 177. no. 19. Octobre 1995, 

WASHINGTON, D.C.. US, 

pages 5447-5452. XP688570478 

P. DOIG ET AL.: 'ISOLATION AND 

CHARACTERIZATION OF A CONSERVED PORIN 

PROTEIN FROM HELICOBACTER PYLORI.' 

voir page 5447. colonne de droite, alines 

2 

voir page 5449, colonne de droite, alinea 
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